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Модели наследственных заболеваний человека на основе индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (ИПСК) являются перспективным объектом биомедицинских исследований. Диффе-
ренцировка ИПСК в специализированные типы клеток делает возможными исследования заболеваний 
in vitro. Более того, инструмент геномного редактирования CRISPR/Cas9 позволяет эффективно модифи-
цировать геном ИПСК, например, вносить или исправлять мутации практически в любом локусе генома, 
и таким образом создавать изогенные клеточные модели заболеваний, которые обеспечивают адекват-
ный контроль. Такой подход может быть использован при изучении болезни Гентингтона (БГ) -   нейро-
дегенеративного заболевания, вызванного экспансией повторов CAG в гене НТТ. Молекулярные меха-
низмы заболевания полностью не раскрыты, и, соответственно, нет эффективных способов лечения (The 
Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993). Целью нашей работы было создание изогенной 
модели БГ на основе ИПСК с помощью CRISPR/Cas9 и последующая направленная дифференцировка 
клеток в срединные шипиковые нейроны стриатума (СШН), которые гибнут при БГ. Кроме того, нами бы-
ла изучена возможность редактирования генома предшественников СШН.  
Для внесения мутации, вызывающей БГ, была разработана система на основе двух плазмидных 
векторов, один из которых экспрессирует компоненты CRISPR/Cas9, а другой – донорный вектор, содер-
жащий плечи гомологии к первому экзону НТТ, фланкирующие удлиненный тракт CAG. Система была 
апробирована на клетках HEK293FT, и экспрессия мутантного гена в клонах с мутацией была доказана с 
помощью Вестерн-блот анализа. Далее, аналогичный эксперимент был проведен на фибробластах чело-
века. Было выявлено 27 клонов, несущих мутацию в НТТ. Два клона с 39 (39Q) и 69 (69Q) повторами CAG 
были перепрограммированы к плюрипотентному состоянию. Полученные ИПСК были дифференцирова-
ны в СШН по разработанному нами протоколу с возможностью продолжительного культивирования на 
стадии предшественников СШН. Более того, нами впервые была проведена работа по редактированию 
генома предшественников СШН с помощью системы CRISPR/Cas9. Таким образом, нами показана воз-
можность модификации интересующих генов и дифференцировки модифицированных предшественни-
ков в зрелые СШН в одну стадию. 
Работа поддержана грантом РНФ № 16-15-10128. 
Ключевые слова: клеточные модели, редактирование генов, CRISPR/Cas9, болезнь Гентингтона. 
Литература 
1. The Huntington's Disease Collaborative Research Group. A novel gene containing a trinucleotide repeat that is 
expanded and unstable on Huntington's disease chromosomes. // Cell. – 1993. – V. 72. – P. 971-983 
